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Moyens de documentation de repertoires 
en immunorecepteurs NKR et/ou en immunor^cepteurs 
contreparties activa trices ou non inhibi trices 
d ' immunorecepteurs NKR 

La presente invention concerne des moyens permettant 
de documenter les repertoires d'un individu humain ou 
animal en immunorecepteurs NKR (Natural Killer Receptor) du 
type des immunoglobu lines ou du type des lectines, et en 
immunorecepteurs contreparties acti vat ri ces , ou a tout le 
raoins non inhibi t rices , d' immunorecepteurs T'KR. Elle vise 
egalement leurs applications biologiques. 

Les fonctions immunitaires d' un homne ou d'un animal 
sont definies par plusieurs categor: :s de molecules 
hautement di versi fiees , telles que notamment le systeme des 
groupes sanguins ABO, la f ami lie des molecules du CMH 
(Complexe Majeur d' His tocompatibi li te, appele chez l'homme, 
systeme HLA -Human Leukocyte Antigen-) , la f ami lie des 
recepteurs pour l f antigene des lymphocytes T (TCR) et des 
lymphocytes B ( BCR) . L' ensemble des molecules qu'un 
individu adulte exprime, ou est capable d' exp rimer, pour 
chacune de ces differentes families constitue, exception 
faite des vrais jumeaux, un repertoire evolutif qui lui est 
propre et qui intervient dans la reconnaissance du soi ou 
du non-soi. 

D' autres grands repertoires ont ete plus recemment 
identifies. II s 1 agit du repertoire en recepteurs NKR de 
type immunoglobu line et du repertoire en recepteurs NKR de 
type lectine. Les recepteurs NKR de type i mmunoglobuline 
comprennent les recepteurs KIR {Killer cell Inhibitory 
Receptor) tels que notamment les recepteurs p58.1, p58.2, 
p70. INH, pl40. INH. Les recepteurs NKR de type lectine 
comp r e nrt enfc=z:l esr^-r ec e p t e u rs— zinhirbi-t-e u-rs - - —NKG2:. — i -.p1r gvi e- 
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qu'il considere alors comme non-soi par exemple, des 
cellules canceieuses ou infectees, ou bien encore des 
cellules de greffe ou transplantation alio- ou xeno- 
genique. 

5 Les recepteurs NKR et leurs cont repa rt : 5 participent 

en effet aux reactions entre note et grf'i.un lors d' une 
greffe (ou transplantation) de cellules, tissu ou organe 
qui presente(nt) un certain degre d' i ncompati bi li te 
antigenique avec 1' note. L' implication de recepteurs NKR et 
10 de leurs contreparties dans la tolerance envers des greffes 
i ncompati bles , et dans V effet select! f de lyse de cellules 
malignes parfois observe apres greffe de moelle osseuse, ou 
effet GVL {Graft Versus Leukemia), a en effet ete demontree 
in vivo (cf. Cambiaggi et al. 1997, Froc. Natl. Acad. Sci . 
15 USA, vol. 94, p. 8088-8092 ; Albi et al. 1996, BLood, vol, 
87, n°9, p. 3993-4000). 

Or, les moyens pouvant actuellement etre mis en oeuvre 
dans un contexte medical ne permettent pas de documenter 
1' ensemble des repertoires d' un patient, d' un organe, d' un 
20 tissu ou de cellules. 

C'est ainsi qu' actuellement , seule la compatibi li te 
des molecules HLA-A, HLA- B et HLA-DR du donneur et du 
receveur est verifiee p realablement a une greffe ou 
transplantation alio- ou xeno-geni que. Ces criteres de 
25 compatibi lite n* apparaiss ent toutefois pas comme 
suffisants. Des trai tements i mmunos upp resseurs (par 
exemple, a base de cyclos po ri ne ) doivent completer ces 
procedures de greffe ou transplantation de maniere a 
inhiber le systeme immuni tai re du patient. De tels 
30 traitements sont a hauts risques pour le patient qui est 
alors susceptible de developper des infections 
opportunis tes. Ces traitements i mmunos upp res s eurs doivent de 
plus etre maintenus a un certain niveau pendant plusieurs 
annees, et le patient doit alors resister aux effets 

=^S = :rtg±^ti-g:resz== = des medicament s, Eixiale ment, 1,^ reossi te de_ 

telles procedures de greffe ou transplantation reste 
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homologie, en particulier au niveau ext racytoplasmi que, 
entre un recepteur NKR et un recepteur contrepartie cle ce 
NKR (e.g. jusqu'a 96% d 1 homologie entre KIR et KAR) , 
1' utilisation d'anticorps ne permet en effet souvent pas de 
5 discri miner entre des NKR qui sont inhibiteurs et leurs 
contreparties a fonctions acti vat rices , ou a tout le moins 
non inhibitrices. Les amorces oli gonucleotidi ques 
actuellement disponibles ne permettent quant a elles pas la 
mise en oeuvre d f une amplification en chaine par polymerase 
10 capable de discriminer entre par exemple un NKR p58. 1 et un 
NKR p58.2, ou entre un NKR p70. INH ez un NKR pi 4 0. INH. 
Finalement, pour documenter precis ement le repertoire en 
immunorecepteurs NKR et en leurs contreparties, il faut 
actuellement avoir recours apres une etape de purification 
15 des recepteurs vises (e.g. par FACScanJ , a une etape de 
sequencage nucleotidi que. La documentation du repertoire 
NKR /contreparties de NKR n'est done actuellement pas 
realisable en routine dans un contexte de type medical. Le 
niveau de stimulation et d f inhibition des programmes 
20 d' activation des cellules NK et T, et done le potentiel de 
resistance d'un individu vis-a-vis du developpement 
d' infections microbiennes ou paras i tai res , de maladies 
auto-immunes , ou bien encore de cellules malignes, ne peut 
done etre mesure. II resulte egalement de cette absence de 
25 moyens adaptes pour la documentation des repertoires 
NKR/ contreparties de NKR que les effets selectifs de type 
GVL ne peuvent etre utilises en thernpie, et que les 
reactions GVH ou de rejets lors de greffes ou de 
transplantations alio- ou xeno-geni ques ne peuvent etre 
30 completement ecartees. 

La presente invention propose done des moyens 
permettant de documenter, pour un echantillon biologique 
donne, les repertoires en immunorecepteurs NKR et en 
immunorecepteurs contreparties activatrices ou a tout le 
35 moi ns non inhibitrices de recepteurs NKR Ces moyens 
permettent notamment de distinguer a.i.sement entre un 
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recepteur cible, 

ii. la raise en contact de populations ADN ou ADNc 
d' un echantillon biologique d'origine humaine ou 

5 aniraale pour lequel on souhaite documenter le 

repertoire en immuno recepteur (s ) cible (s ) , avec un 
exces d T au moins une pai re d' oligonucleotides 3 1 
et 5 T selon i. dans des conditions favo rabies a 
1 ' hybridation de cette pai re oligonucleotides 3' 
10 et 5' sur les ADN ou sur les ADNc de 1 T echan ti lion 

biologique, et 

iii. la detection des hybrides eventuellement formes 
entre ces ADN ou ADNc et la ou les pai re (s ) 

15 d' oli gonucleoti des 3' et 5'. 

Par contrepartie f onctionnelle d 1 un recepteur, 
nous entendons dans la presente demande un recepteur a 
structure homologue, en particulier au niveau 

20 ext racytoplasmique, mais a fonction diffe rente : par 
exemple, une contrepartie f onctionnelle du recepteur NKR 
p5 8. 1 est le recepteur contrepartie c'e NKR p50. 1, et 
reciproquement; de meme le recepteur NKP. p5 8. 2 et le 
recepteur contrepartie de NKR p50. 2 sont 1' un pour 1' autre 

25 des cont reparties fonctionnelles . 

La presente methode permet done notamment de 
distinguer un recepteur NKR (ou contrepartie de NKR) d f un 
recepteur contrepartie fonctionnelle de ce recepteur. 

30 

La (ou les) pai re (s ) d' oli gonucleotides 3' et 5 1 
est (sont) en particulier capables de borne)., sur 1* ADN ou 
l'ADNc d' un recepteur cible qui leur correspond, une 
sequence d 1 oligonucleotides (bornes includes) qui est 
35 absente de la sequence ADN ou ADNc d T un recepteur avec 



lequel elle(s) est (sont) capable (s ) de ne pas s'hybrider 
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I'ADNc d' un recepteur p70. ACT (ou respecti vement p70. INH) 
est en outre capable de ne pas s'hybrider dans les memes 
conditions d 1 hybridation a i 1 ADN ou I'ADNc d' un recepteur 
pi 4 0. INH ou pl40.ACT. 
5 Selon une quatrieme disposition parti culi ere de 

cette maniere avantageuse, ladite, ou au moins une 
desdites, pai re (s ) d' oil gonucleotides 3' et 5 T capable, 
dans les conditions d f hybridation definies sous i. ci - 
dessus, de s'hybrider a 1' ADN ou V ADNc d' un recepteur 
10 pi 4 0. INH (ou pl40.ACT), et de ne pas s'hybrider a 1' ADN ou 
I'ADNc d' un recepteur p!40.ACT (ou respecti vement pl40. INH) 
est en outre capable de ne pas s'hybrider dans les memes 
conditions d' hybridation a 1 ? ADN ou 1 T ADN d f un recepteur 
p70. INH ou p70.ACT. 
15 Selon un mode de realisation avantageux de 

1' invention, V oligonucleotide 5' d' une dite paire 
d f oligonucleotides 3' et 5 T utilisee pour un recepteur 
cible NKR (ou contrepartie de NKR) est capable, dans les 
conditions d' hybridation definies sous i. ci-dessus, de 
20 s'hybrider a 1 T ADN ou a I'ADNc d T un recepteur contrepartie 
de NKR (ou . respecti vement NKR) , contrepartie fonctionnelle 
dudit recepteur cible NKR (ou respecti vement contrepartie 
de NKR). Selon une disposition avantageuse de ce mode de 
realisation, la sequence de 1' oligonucleotide 5 T d 1 une dite 
25 paire d' oligonucleotides 3 1 et 5 1 utilisee pour un 
recepteur cible NKR (ou contrepartie de NKR) comprend la 
sequence de I 1 oligonucleotide 5' d' une autre dite paire 
d 1 oligonucleotides 3* et 5' ayant pour recepteur cible un 
recepteur contrepartie de NKR (ou respecti vement NKR) , 
30 contrepartie fonctionnelle dudit recepteur cible NKR (ou 
respecti vement contrepartie de NKR). 

Selon un autre mode de realisation avantageux de 
1' invention, 1 ' oli gonucleoti de 3' d'une dite paire 
35 d' oligonucleotides 3' et 5', utilisee pour un recepteur 
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cT hybridation que 1' acide nuclei que co r res pondant a la 
premiere sequence presente dans les conditions i. ci-avant 
defi ni es . 

5 Selon une disposition de ce mode de realisation 

parti culi erement avantageux, te pai re 

d' oli gonucleotides 3' et 5' ayant pour recepteur cible un 
recepteur p58. 1 correspond a un oligonucleotide 5' 
comprenant la SEQ ID n°l, ou une sequence en derivant, et 
10 un equimelange de quatre oligonucleotides 3' , chacun d 1 eux 
comprenant la SEQ ID n°5 , n°2, n°6 ou n°7, ou une sequence 
en derivant. 

Selon une autre disposition de ce mode de 
15 realisation parti culierement avantageux, ladite pai re 
d' oligonucleotides 3' et 5' ayant pour recepteur cible un 
recepteur p58. 2 correspond a un oligonucleotide 5' 
comprenant la SEQ ID n°4, ou une sequence en derivant, et 
un equimelange de quatre oligonucleotides 3* , chacun d 1 eux 
20 comprenant la SEQ ID n°5, n°2, n°6 ou n°7, ou une sequence 
en derivant. 



Selon encore une autre disposition de ce mode de 
realisation parti culi erement avantageux, ladite pai re 

25 d' oligonucleotides 3' et 5' ayant pour recepteur cible un 
recepteur p70. INH correspond a un oligonucleotide 5 f 
comprenant la SEQ ID n°9, ou une sequence en derivant, et 
un equimelange de quatre oligonucleotides 3' , chacun d* eux 
comprenant la SEQ ID n°5, n°2, n°6 ou n°7, ou une sequence 

30 en derivant. 



Selon encore une autre disposition de ce mode de 
realisation parti culi e rement avantageux, ladite pai re 
d' oli gonucleotides 3' et 5' ayant pour recepteur cible un 
35 recepteur pl40. INH correspond a un equimelange de quatre 



oligonucleotides 5 1 , chacun d 1 eux * comprenant la SEQ TU 
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realisation particulierement avantageux, iadite pai re 
d' oligonucleotides 3' et 5' ayant pour recepteur cible un 
recepteur p5 0. 2 correspond a un oligonucleotide 5' 
comprenant la SEQ ID n°8, ou une sequence en derivant, et 
un oligonucleotide 3* comprenant la SEQ ID n°3, ou une 
sequence en derivant. 

Selon encore une autre disposition de cet autre mode 
de realisation particulierement avantageux, Iadite pai re 
d' oligonucleotides 3' et 5" ayant pour recepteur cible un 
recepteur p70.ACT correspond a un oligonucleotide 5' 
comprenant la SEQ ID n°9, ou une sequence en derivant, et 
un oligonucleotide 3' comprenant la SEQ ID n°3, ou une 
sequence en derivant. 

Selon encore une autre disposition de cet autre mode 
de realisation particulierement avantageux, Iadite pai re 
d' oligonucleotides 3' et 5' ayant pour recepteur cible un 
recepteur pl40.ACT correspond a un oligonucleotide 5 ! 
comprenant la SEQ ID n°15, ou une sequence en derivant, et 
un oligonucleotide 3' comprenant la SEQ ID n°3, ou une 
sequence en derivant. 

Selon encore un autre mode de realisation 
particulierement avantageux de 1' invention, Iadite (ou au 
moins une desdites) pai re (s ) d' oligonucleotides 3' et 5' 
ayant pour recepteur cible un recepteur NRG2 est choisie 
parmi le groupe de pai res d r oli gonucleotides 3' et 5' 

constitue par : 

un oligonucleotide 5 1 comprenant la sequence 
SEQ ID n°16, ou une sequence en derivant, et un 
oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ID 
n°l7, ou une sequence en derivant, 

un oligonucleotide 5' comprenant la sequence 

35 SEQ I D n°18 / ou une sequenc e en derivant, et un 

oligonucleotide 3' comprenant la sequence SED ID 
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pai re d' oli gonucleotides 3' et 5' ayant pour recepteur 
cible un recepteur NKG2D (activateur) correspond a un 
oligonucleotide 5* comprenant la SEQ ID n°20, ou une 
sequence en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant 
5 la SEQ ID n°21, ou une sequence en derivant. 

Lesdites conditions favorables a 1' hybridation de la 
ou des pai res d' oligonucleotides 3 f et 5' mises en contact 
avec 1' ADN ou 1' ADNc de l 1 echanti lion biologique 
10 correspondent avantageus ement a une incubation pendant 1 
min dans un tampon [Tris-HCl 20mM pH8, 4; KC1 5 OmM; MgCl 2 
2,5mM] a une temperature comprise entre 50°C et 65 ° C 
environ. De telles conditions sont en particulier 
presentees dans les exemples. 

15 

De maniere avantageuse, les deux oligonucleotides 3' 
ou 5' d'une meme dite pai re sont chacun couples a un 
marqueur, notamment couplee a un marqueur fluorescent ou 
radioactif, tel que du 32 P, permettant la revelation des 
20 hybrides qu'ils forment eventuellement avec lesdites 
populations ADN ou ADNc dudit echantillon biologique. 

De maniere egalement avantageuse, ladite (ou lesdites) 
paire(s) d f oligonucleotide <s ) 3' et 5 T sert (servent) 
25 d T amorces respect! vement 3 ? et 5' pour une extension par 
ADN polymerase, telle qu* une Taq polymerase. Des conditions 
favorables a une telle extension comprennent, outre l 1 ajout 
d* ADN polymerase, 1' ajout des 4 dNTP (des oxy ribonucleosi de- 
triphosphate) en presence d' un tampon de type Tris-HCl. 

30 

Lesdits hybrides eventuellement formes sont alors, 
prealablement a leur detection, amplifies par au moins une 
PCR (amplification en chaine par polymerase; cf. les 
brevets EP 201 184 et EP 200 362) ou KT-PCR dans le cas 
35 ^ r - AC*Hr — - -r-^r-a tzn-r^rrz -rt±— a— par t-i-r — d--A FMnw— L e — cas, — enhAa nt* 
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Des echanti lions biologiques d'origine humaine ou 
animale particulierement appropries a la mise en oeuvre de 
la methode selon 1 T invention comprennent du sang 
peri pheri que, de la moelle osseuse, des lymphocytes, des 
5 cellules NK et/ou T, des cellules transgsniques exprimant 
des immunorecepteurs , une fraction isolee a parti r de ces 
echanti lions . 

La methode selon l f invention peut etre notamment 
10 appliquee au criblage d' une banque d'organes. de tissus ou 
de cellules. 

Elle permet ainsi une raeilleure prevision : 

- de I* acceptation ou de rejet, p~ r -jn homme ou un 
15 animal, de cellules, d' un tissu ou d' un organe 

genetiquement di ff erent (es ) , 

- de 1'inocuite ou de la pathogenicity (effet GVH) , 
pour un homme ou un animal, d'un^ greffe ou 
transplantation, en particular de cellules, tissu, ou 

20 organe genetiquement di ff erent (es ) , 

- d T un effet potentiel de type GVL qu« des cellules, 
un tissu ou un organe genetiquement di ff erent ( es ) 
pourraient exercei sur un homme ou animal. 

La methode selon 1 ! invention permet egalement le 
25 suivi de 1 T eventuelle apparition de telles reactions apres 
greffe ou transplantation alio- ou xenogenique. 

La methode selon V invention peut egalement etre 
appliquee a la determination de l'etat deactivation de 

30 cellules NK et/ou T a un instant donne chez un animal ou un 
homme. Elle permet alors la prevision ou ie suivi de l'etat 
de resistance d' un animal ou d'un homr.e vis-a-vis d' une 
infection vi rale, telle qu'une infection par un VIH, d'une 
infection parasitaire, telle que la malaria, d'une 

35 infection bacterienne, vis-a-vis d'une maladle auto-immune, 



telle que la polyarthrite rhumatoide, "bu bien encore vis-a- 
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Exemple 1 : Documentation du repertoire NK P/ cont reparti es 
de NKR exprime par une population de cellules NK humaines 
( KT-PCR) . 

5 1. Preparation des ARt^i 

Des preparations AR\F ont ete realirees a parti r de 
cellules NK humaines clonees et phenotyr es p50. 2+ et/ou 
p58.2+. La technique immunologi que ne permet pas de 
documenter precisement un tel repertoire : 1' anticorps 
10 GL183 (Immunotech) reconnait a la fois le recepteur NKR 
inhibiteur p58.2 et sa contrepartie activatrice p50.2. Des 
cellules NK humaines clonees et phenotypees p5 0. 2" et p58.2~ 
a 1' aide de 1' anticorps GL183 servent de temoins negatifs. 
Les preparations A FN s ont realisees comme suit. 

15 

Extraction 

100 pi de Trizol (Gibco BRL categorie n°15596-026) ont 
ete ajoutes a 10 s cellules . On melange en pipetant plusieurs 
fois, sans utiliser de melangeur a vortex. On laisse la 

20 solution 5 minutes a temperature ambiante puis on ajoute 20 
pi de chloroforme sans alcool isoamylique. On melange a 
nouveau sans utiliser de melangeur a vortex et on laisse la 
solution se reposer 5 minutes a temperature ambiante. On 
centrifuge alors a 4°C pendant 15 minutes de maniere a bien 

25 - separer la phase organique inferieure, qui contient l f ADN, 
de la phase aqueuse superieure qui conti ent 1 T A FN. On 
recupene la phase aqueuse sans perturber V interface entre 
phase aqueuse et phase organique. 

30 P recipitation 

50 pi d* isopropanol sont ajoutes a la phase aqueuse et 
on laisse l 1 AFN precipiter pendant 15 minute a temperature 
ambiante. On centrifuge alors pendant 10 minutes a 4°C. Le 
surnageant est elimine, et le culot est lrve avec 100 pi 

35 d^e tha nol a 7Q_%. Apre_s_. c en tri fug a ti on p endr ? tt 5 minutes a 
4°C (7500 g) , on laisse secher a 1'air libte (sans secher 
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G + C 

rapport R xlOO et de la longueur de 

nombre total de bases 

(A + T + G + C) 

^oligonucleotide considere selon la formule : Temperature 
d 1 annelage (ou d 1 hybridation) d' un oligonucleotide = 

650 

Tm - 69,3 + 0,41{R) - (en °C) 

longueur en pb 



Or, dans une reaction de type amplification en chaine par 
polymerase les oligonucleotides d' une meme pai re doivent 
pouvoi r tous deux s f anneler au recepteur cible dans des 
conditions de reaction ■communes, ceci a fin de servir 

10 d 1 amorces a 1' ampli fi cation du fragment consensus. Si les 
oligonucleotides d' une meme pai re presentent des 
temperatures propres d' annelage proches (e.g. 54°C et 
56°C), i Is pourront s f hybrider au recepteur cible, sans 
pour autant s'hybrider au recepteur contrepartie 

15 cor respondant, a une temperature de 5 4°C ou 55 °C. 

Si les oligonucleotides d f une meme pai re presentent 
par contre des temperatures propres d ( annelage tres 
distantes (e.g. 49°C et 5 6°C), la reaction d 1 hybridation au 
recepteur cible est pref e renti ellement conclui te a la plus 

20 basse des deux temperatures (e.g. 49°C ou 50°C) , ce qui 
permet de maintenir la reconnaissance de sa cible 
nuclyoti clique par 1* oli gonucleotide dont la temperature 
prop re d' annelage est la plus basse. Dans : **tte situation, 
une diminution de specificite peut toutef o 1 s intervenir : 

25 il peut et're observe que ceri.aines pai res 
d 1 oligonucleotides parviennent, dans de telles conditions 
de temperature, a s'hybrider au recepteur-cont reparti e du 
recepteur cible. Une maniere de remedier a cette perte de 
specificite consiste a augmenter la longueur de 

30 1' oligonucleotide dont la temperature propro d' annelage est 
la plus basse, sans faire perdre a la pai re 
d f ol igonucleotides consid e ree sa specificite , 
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gene ralement comprise entre 45 ° C et 70° C, 

pref e rentiellement entre 50°C et 65 ° C- 

10 ul des produits issus de 1 ' ampli fi cati on par RT-PCR sont 
5 resolus par elect ropho res e sur gel d' agarose a 2 % en 

parallele avec des marqueurs de poi ds moleculai res (M) . 
Les resultats sont illustres sur les figures 1A et IB 

La figure 1 illustre l f ampli fi cati on par PCR apres RX 
10 (transcription enzymatique inverse) des sequences codantes 
pour p58.2 et p5 0. 2 de cellules NK humaines. 

En figure 1A est illustree le resultat de la resolution 
elect rophoreti que des produits issus de 1' ampli fi cati on par 
15 PT-PCR apres mis e en contact de la pai re d' amorces D selon 

1 1 invention (cf. tableau 1) avec les populations ADNc de 
cellules NK humaines phenotypees p50. 2* et p58.2 + (piste +) 
a 1* aide de 1* an ti corps GL183, ou avec les populations ADNc 
de cellules NK humaines phenotypees p5f , 2" et p58.2~ 

20 (piste -) a l 1 aide de ce meme anticorps GL..-3. En piste M, 
sont resolus des marqueurs de poids moleculai re. 

En figure IB, est illustree le resultat de la resolution 
elect rophoretique des produits issus de l 1 ampli fi cati on par 

25 KT-PCR apres mis e en contact de la pai re d' amorces C selon 
1 ? invention (cf. tableau 1) avec les populations ADNc de 
cellules NK humaines phenotypees p50.2* et p58.2 + (piste +) 
a 1' aide de 1' anticorps GL183, ou avec les populations ADNc 
de cellules NK humaines phenotypees p5 0. 2" et p58.2" 

30 (piste -) a l f aide de ce meme anticorps GL183. En piste M, 
sont resolus des marqueurs de poids moleculai re. 

II peut observe que les pai res d f oligonucleotides C et D 
selon 1' invention permettent de reconnaitre res pecti vement 
35 un phenotype, respect i vement , p58.2* et p50. 2 + , en 
reconnais sant uri f ragme n t~ ~de^ r is pec tiveme nt ,~ 65"3 p5 et - 
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ambiante en melangeant de temps en temps et on centrifuge 
pendant 5 minutes a 4°C (2 OOOg) . 

Le culof est mis a secher brievement sous vide ( 1 a 2 ug 
d T ADN environ sont obtenus ) et est remis en suspension dans 
5 10 pi de NaOH 8mM. En cas de presence de materiel 
insoluble, on microcentrifuge 10 minutes a temperature 
ambiante. On trans fere le surnageant dans un nouveau tube. 
Le pH est neutralise en ajoutant 1,25 ul d' Hepes 0,1 M pour 
10 pi. 

10 

2 - Preparation des pai res d 1 oligonucleotides 

Les pai res d T oligonucleotides sont preparers comme decrit 
en exemple 1. Sont ici rapportes les resuitats relatifs a 
la pai re D d' oli gonucleotides ( SEQ ID n°8 en tant 
15 qu* oligonucleotide 5 1 et SEQ ID n°3 en tant 
qu 1 oligonucleotide 3') selon 1* invention (cf. tableau 1 ci- 
dessous ) . 

3 - Amplification en chaine par polymerase (PCR) 

20 1/ amplification en chaine par polymerase est realisee comme 
decrit en exemple 1 en met tant en contact les preparations 
d 1 ADN genomiques obtenues avec des pai res 

d T oligonucleotides D servant alors d' amorces, 

25 Les produits issus de 1 ! ampli f i cati on sont resolus sur gel 
d 1 agarose a 2% en parallele avec des marqueurs de poids 
moleculai res (M) . 

Les resuitats de resolution elect rophoreti que sur gel 
30 d f agarose a 2% des produits issus de la PCR sont illustres 
par la figure 2. 

La figure 2 illustre 1' ampli fi cation par PCR de la 
sequence codante pour p5 0. 2 a parti r du DMA genomi que de 
=M=s pl4noc- y-tes— de_s.oiiXLS_t r ansjg eni ques p5 0 ..}. V est illustree 
le resultat de la resolution elect ropho re ti que des produits 
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TABLEAU 2 



Palre 




Numero 




d ' oligonucleo tides 


nom du CDNA 


d' acces 








3 tlx 








GenbanJe 




A 


cl-42 


U24076 






NKAT-I 


L41267 






Cl-47. 11 


U24078 




B 


X98858 


X98585 






X98892 


X98892 






NKAT-7AA 


L76670 






NKAT-9AA 


L76672 




C 


cl-43 


U24075 






NKAT-6AA 


L76669 






NKAT-2 B\ 


L76663 






cl-6 


U24074 






NKAT-2 


L41268 






KIR-023GB 


U73395 






NKAT-2AB 


L76662 






NKAT-3DA 


L76664 




D 


cl-49 


U24079 






NKAT-5 


L41347 






X89893 


X89893 






cl-39 


U24077 






NKAT-8 


L76671 






NKAT-5 DA 


L76667 




E 


X94262 


X94262 






NKAT-3 


L41269 






NKEI-1 


U31416 






NKH-2 


U33328 






KIR-103AS 


U71199 






KI R-103AST 


U73394 






cl-1. 1 


X94373 






cl-11 


U30274 






cl-2 


U30273 













LISTE DE SEQUENCES 



INFOFMATIONS GENE PALES 

( i ) DEPO SANT: 

(A) NOM: I. N. S. E. R M. 

( E9 FUE: 101 rue de Tolbiac 

(C) VTLLE: PARES 

(E) PAYS FRANCE 

{ F) CODE POSTAL: 75654 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: Methode de documentation en irrmunorecept 
^t en intmunorecepteurs contreparties de NKR 

(iii) NOMBFE DE SEQUENCES: 27 

(iv) FORME DECHI FF PA ELE PAR OFDINATEU R 
(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 
( B) otolNATEUR I EM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION; PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version Hi. 30 (OE^ 

INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CA FACTE PI STIQUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR 18 paires de bases 
) ( B) TYPE: nucleotide 

fC) NOMBFE DE BKLNSfc simple 
(D) CONFIGURATION lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(vi) OREGINE: 

(C) INDIVTDU/I SOLE: p58. 1 FOR 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 



AGTCGCATGA CGCAAGAC 



18 



(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) ORIGINE: 

(CJ INDIVTDU/I SOLE: p58. 2. FOR 

(xi) DESC FXPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

GGTCCCATGA TGCAAGAC 

6) INFO FMAT IONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

CAPACTERt STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 18 paires de bases 
( E} TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BKtNS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVTDU/I SOLE: ITIM N-term B\CK 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
CAACTGTGTA TATGTCAC 




(7) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTE RE STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 18 paires de bases 
< Q TYPE: nucleotide 

(C) NOMBFE DE BRENSfe simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVTDU/I SOLE: ITIM N-term B\CK 




(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
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(i) CARftCTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 18 paires de bases 
( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
<vi) ORTGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: p7 0. FOR 

(xl) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

£ CCCGTGCTGA TCATGGTC 18 



11) INFO FMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CA FACTE RE STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 18 paires de bases 
( B) TYPE; nucleotide 
(C) NOMBPE DE BRINS: simple 
<D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(vi) ORTGINE: 
£ (C) INDIVIDU/ISOLE: ITIM N— term. FO R 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

GTGACATACA CACAGTTG 18 

(12) INFO FMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTE RT STIQUE S DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 18 paires de bases 
( E) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) ORTGINE; '■ 
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(i) CA FACTE RL STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 18 paires de bases 
( B) TYPE: nucleotide 

(C) NDMBRE DE BFXNSc single 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) O FXGINE: 

(C) INDIVTDU/ISOLE: Ext C-term B\CK 

(Xii DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14 

ACCTGACTGT GGTGCTCG 




(16) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 2 4 paires de bases 
( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BPXNS simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) O FXGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: pl40. FOR 

£{xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15 

ACCTACAGAT GTTATGGTTC TGTT 



(17) INFO PMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 16: 

<i> CARACTE PI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 21 paires de bases 
( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) O FXGINE: 

( O TNDTVIDU/T"50L"Er NKG 2A. FOR— 



(A) LONGUEUR 21 pa ires de bases 

( 9 TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) O RTGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: NKG2C. FOR 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19 

AGTAAACAAA GAGGAACCTT C 




21) INFO FMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CA FACTE RE STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 21 paires de bases 
( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBFE DE BRINS simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) O RTGINE: 

(C) INDIVTDU/ISOLE: NKG2D. FOR 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20 




AGCAAAGAGG ACCAGGATTT A 



22) INFO FMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 21: 

. (i) CA FACTE FX STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 21 paires de bases 
( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) O RTGINE: 



TC)-~INDTVTUU/rSOLl 



"B\CK 
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( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBPE DE BRENS: single 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) OKIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: 5' Actine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 24: 

TACCACTGGC ATCGTGATGG ACT 23 



INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 25: 

(i) CARACTE PI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 23 paires de bases 
( E9 TYPE: nucleotide 

(C) NOMBFE DE BRINS simple 

(D) CONFIGURATIONS lineaire 

(il) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nuclei que 
(vi) OKIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: 3 ? Actine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 25: 



TCCTTCTGCA TCCTGTCGGC AAT 
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REVINDICATIONS 



Methode in vitro de documentation d'un repertoire en 
imraunorecepteur(s) NKR comprenant riotamment les 
recepteurs KIR p58.1, p58.2, p70. INH, pi 40. INH, et les 
recepteurs NKG2A et NKG2 B, et/ou c 1 ' un repertoire en 
immuno recepteur (s ) cont reparti e (s ) de NKR, comprenant 
notamment les recepteurs KAR p50.1, p50.2, p70. ACT, 
pl40.ACT, et les recepteurs NKG2C, NKG2D, NKG2E, NKG2F, 
ces immuno recepteurs etant ci-apres designe (s ) 
recepteur (s) cible (s ) , caracterisee en ce qu* elle 
comprend : 

i. 1' uti lisation d' au moins une paire 

d' oligonucleotides , l'un etant designe 

oligonucleotide 3' et l'autre oligonucleotide 5', 
les oligonucleotides 3 f et 5 1 a' une meme dite 
paire etant tous deux capables , dans des 
condi tions d T hybridation cor respondant a une 
incubation pendant 1 min dans un tampon [Tris-HCl 
20mM pH8,4; KC1 SOmM; MgCl 2 2,SmM] a une 

temperature comprise entre 50°C et 65 °C environ, 
de s' hyb rider a l'ADN ou a l'ADNc d'un recepteur 
cible NKR, ou contrepartie de NKR, mais ne 
s T hybridan t pas, dans les memes conditions 
d' hybridation, avec l'ADN ou l f ADNc d'un recepteur 
contrepartie de NKR, ou respecti vement d ! un 
recepteur NKR, contrepartie f onctionnelle dudit 
recepteur cible, 

ii. la mise en contact de populations ADN ou ADNc 
d'un echantillon biologique d'origine humaine ou 
animale pour lequel on souhaite documents r le 
repertoire en immunorecepteur (s ) cible (s), avec un 
e x e es — d— au=moi-T^-u ne^pairr e : . d'-.o J_±- g q nu cis^_t-iid e s 3-' 
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Lys He Pro Phe Thr He (K I P F T I) ou Lys Leu Pro Phe 
Thr He (K L P F T I) ( SEQ ID n°26 ou 27). 

5. Methode selon 1' une quelconque des revendications 
precedentes, caract^risee en ce que ladite (ou au moins une 
desdites) pai re (s ) d' oligonucleotides 3' et 5' ayant pour 
recepteur cible un recepteur KIR est choisie parmi le 
groupe de pai res d f oligonucleotides 3' et 5' constitue 
par : 

un oligonucleotide 5 1 comprenant la sequence 
SEQ ID n°l, ou une sequence en deiivant, et au moins 
un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ID 
n°5, n°2, n°6 ou n°7, ou une sequence en derivant, 

un oligonucleotide 5' comprenant la sequence 
SEQ ID n°4, ou une sequence en derivant, et au moins 
un oligonucleotide 3 T comprenant la sequence SEQ ID 
n°5, n°2, n°6 ou n°7, ou une sequence en derivant, 

un oligonucleotide 5 1 comprenant la sequence 
SEQ ID n°9 / ou une sequence en derivant, et au moins 
un oligonucleotide 3* comprenant la sequence SEQ ID 
n°5 / n°2, n°6 ou n°7, ou une sequence en derivant, 

au moins un oligonucleotide 5' comprenant la 
sequence SEQ ID n°10, n°ll, n°12, ou n°13, ou une 
sequence en derivant, et un oligonucleotide 3 1 
comprenant la sequence SEQ ID n°14, ou une sequence 
en derivant. 

6. Methode selon l'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterisee en ce que ladite (ou au moins une 
desdites) pai re (s) d' oligonucleotides 3' et 5' ayant pour 
recepteur cible un recepteur KAR est choisie parmi le 
groupe de pai res d' oligonucleotides 3' et 5' constitue 
par : 

- un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID 
-a^^ u_unfi^_6j3uence en derivant, et un oligonucleotide 3' 
comprenant la sequence SEQ ID n°T, ou une sequence en 
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8. Methode selon l'une quelconque des revendi cations 
precedentes, caracterisee en ce que les deux 
oligonucleotides 3' ou 5 ' d' une raeme dite pai re sont chacun 
couples a un marqueur, notamment couplee a un marqueur 
fluorescent ou radioactif, tel que du 32 P, permettant la 
revelation des hybrides qu'ils foment eventuellement avec 
lesdites populations ADN ou ADNc dudit echanti lion 
biologique. 



9. Methode selon l'une quelconque des revendicati ons 
precedentes, caracterisee en ce que ladite (ou lesdites) 
pai re (s) d' oligonucleotide (s ) 3' et 5' sert (servent) 
d' amorces respecti vement 3' et 5' pour une extension par 

15 ADN polymerase. 

10. Methode selon l'une quelconque des revendi cati ons 
precedentes, caracterisee en ce que Lesdits hybrides 
eventuellement formes sont amplifies pa au moins une PCR 

20 prealableraent a leur detection. 

11. Methode selon l'une quelconque des revendi cati ons 
precedentes, caracterisee en ce que lesdits hybrides 
eventuellement formes sont amplifies par "Nested PCR" 

25 (double PCR emboitee) . 

12. Methode selon l'une quelconque des revendi cations 
precedentes, caracterisee en ce que ladite detection des 
hybrides eventuellement formes comprend en outre la 

30 resolution sur gel de polyacrylamide du melange reactionnel 
issu de la mise en contact, ainsi que la revelation de la 
presence ou de 1' absence de bandes elect ropho re tiques 
contenant lesdits hybrides eventuellement formes. 

__ 35 13 , Me-thod^ selon Tune quelconque des revendi cati ons _ 

precedentes, caracterisee en ce qu'elle est appliquee a la 
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precedentes, caracterisee en ce qu'elle est appliquee a la 
prevision ou au suivi, pour un homme ou un animal, d'un 
effet de type GVL de la part de cellules, tissu ou organe 
genetiquement di f f e rent ( es ) . 

20. Methode selon l'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterisee en ce qu'elle est appliquee a la 
determination de 1' etat d' activation de cellules NK et/ou T 
a un instant donne chez un animal ou un homme. 

21. Methode selon l'une quelconque c s revendications 
precedentes, caracterisee en ce qu'elle est appliquee a la 
prevision ou au suivi de l'etat de distance d'un animal 
ou d'un homme vis-a-vis d'une infection virale, telle 
qu'une infection par un VIH, d'une infection parasitaire, 
telle que la malaria, d'une infection bacterienne, vis-a- 
vis d'une maladie auto-immune, telle que la polyarthrite 
rhumatoide, ou bien encore vis-a-vis du developpement de 
cellules malignes telles que des cellules leucemiques . 
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22. Methode selon l'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterisee en ce qu'elle est appliquee au 
criblage de medicaments actifs vis-a-vis de maladies 
infectieuses, de maladies ' auto-immunes , ou de maladies 

25 tumo rales . 

23. Kit pour la mis e en oeuvre de la methode selon l'une 
quelconque des. revendications 1 a 22, caracterise en ce 
qu'il comprend, dans un recipient, au moins une di te pai re 

30 d' oligonucleotides 3' et 5', les xeactifs pour la 
realisation de ladite ou lesdites methode (s) tels que 
tampon, raarqueur (eventuellement couple aux 

oligonucleotides de la dite paire), ainsi qu'un mode 
d' emploi . 
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